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ABSTRAK
Wedelolakton memiliki berbagai aktifitas
biologis sehingga banyak digunakan untuk
pengobatan berbagai penyakit. Dalam penelitian
ini telah dikembangkan metoda analisis
wedelolakton dalam ekstrak herbal Eclipta alba L.
Haask sebagai kandidat bahan acuan inhouse.
Penentuan kandungan wedelolakton dalam sampel
uji dilakukan seeara KCKT fasa terbalik
menggunakan detektor fluoresensi (KCKT-F) dan
eampuranmetanol : asamasetat 0,35% sebagai fasa
gerak:. Telah dilakukan juga validasi metoda
terhadap penetapan wedelolakton ini. Paramater
validasi yang dilakukan meliputi konfirmasi
identitas (selektifitas), linieritas (rentang kerja),
presisi, recovery, sensitifitas, batas deteksi dan
kuantitasi. Analisis statistik data menunjukkan
bahwa metoda ini eukup reprodusibel dan selektif
untukpenentuan wedelolakton.
Kata kunci: Wedelo1akton, KCKT-F, optimasi metode,
validasimetode,batas konfidensi.
ABSTRACT
Wedelolakton has a wide range of biological
activities and used for the treatment of various
ailments. In the present study an experiment of
quantitative determination of wedelolactone in
herbal extract of Eclipta alba L. Hask has been
developed by using RP - HPLC - Fluorimetry
technique and mixture methanol:0.35% acetic acid
(H20) (50:50 vlv) as mobile phase, applied to the
herbal extract as inhouse reference material
candidate samples. The method was validated for
the confirmation of identity (selectivity), linearity,
precision, recovery, sensitifity, limit of detection
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and limit of quantitation. Statistical analysis of the
data showed that the method is reproducible and
selective for the estimation of wedelolactone
determination.
Keywords: Wedelolactone, HPLC-F, method optimization,
method validation, confidence limit.
PENDAHULUAN
Wedelolak:ton adalah senyawa organik
turunan kumestan terkandung dalam tanaman
Eclipta alba L. Hask. Struktur kimia wedelolakton
diberikan pada Gambar 1. Wedelolakton
merupakan marker bioaktif dati urang-aring yang
paling banyak dieari oleh industri obat-obatan dan
herbal karena mem.ilikiberbagai fungsi. Dari basil
skrining farmakologi dari tumbuhan ataupun basil
sintesis diungkapkan bahwa wedelolakton
mempunyai aktifitas sebagai antihepatotoksik'",
immunomodulator'", antioksidan'", anti radang'",
penawar racun bisa ular(S-7),penghambat virus
hepatitis C(8), analgesik'" , antiosteoporetik''",
menekan aktifitas dan pertumbuhan androgen
dalam sel kanker prostat seeara sinergis'", efek
farmakologis pada sistem sa.raf12), antimv=, dan
antibakteri?",
o
HO
Gambar 1. Struktur kimia wedelolakton
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Beberapa metoda penentuan wedelolakton
telah dikembangkan. Teknik kromatografi lapisan
tipis preparatif dengan deteksi menggunakan
spektrofluorometer telah digunakan untuk
menetapkan kandungan wedelolakton dalam
ekstrak metanol urang aring(lS).Fasa gerak yang
digunakan adalah campuran toluen : aseton : asam
format (II : 6 : I) dengan fasa diam silika gel G.
Pengukuran dengan spektro:t1uorometer dilakukan
pada panjang gelombang eksitasi 384 nm dan
panjang gelombang emisi 458 nm. Metode
spektrofotometri'!" sudah dilakukan untuk
penetapan kandungan wedelolakton. Pengukuran
wedelolakton dilakukan pada panjang gelombang
maksimum 351 nm. Teknik kromatografi lapisan
tipis kinerja tinggi (KLTKT)(l7)untuk menetapkan
kandungan wedelolakton sudah dilakukan dengan
fasa gerak yang sarna seperti yang digunakan oleh
Patel & Mishra(lS).KLTKT dengan sistem deteksi
fluoresensi telah dilakukan pada panjang
gelombang 366 nm?", Pengembangan metode
KLTKT telah banyak dilakukan dengan jenis dan
komposisi eluen yang berbeda(l9-22).Penentuan
wedelolakton dengan metoda kromatografi cair
kinerja tinggi (KCKT) fasa terbalik dilakukan
menggunakan teknik deteksi UV-Vis pada panjang
gelombang 351 nm dan teknik elusi isokratik
menggunakan metanol:asam asetat 0,5% dalam air
dengan perbandingan 55:45 (v/v)(23).Teknik yang
sarna digunakan tetapi dengan sistem elusi berbeda
yaitu sistem gradien dengan menggunakan pelarut
MeOH:lIzO (0, I% asam asetat) dengan komposisi
10:90 hingga 80:20 (v/v) dalam waktu 40 menir",
Penentuan wedelolakton secara KCKT dengan
teknik deteksi fluoresensi belum pemah
dilaporkan. Oleh karenanya penelitian ini
bertujuan untuk mengembangkan metode
penentuan wedelolakton dengan KCKT
menggunakan detektor:t1uoresensi (KCKT-F).
BAHAN DAN METODA
Bahan
Bahan kimia yang digunakan adalah standar
wedelolakton murni yang diperoleh melalui proses
isolasi dari daun urang aring (Eclipta alba L. Hask)
dan telah dikarak.terisasi dengan 13C_NMR; IH_
NMR; Spektrometri Massa. Metanol
chromatography grade, asam asetat p.a.,
aquabidest dan disaring melalui sistem Millipore.
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Peralatan
Peralatan yang digunakan adalah
seperangkat alat KCKT dari Waters 2690 Alliance,
kolom CI8 (4,6 x 250 mm), dan detektor
:t1uoresensi dari Waters 474, neraca analitik mikro
merk Mettler Toledo AT 20 serta peralatan gelas
lainnya.
Metoda
Peniapan ekstrak herbal sebagai kandidat
bahan acuan wedelolakton (inhouse).
Kandidat bahan acuan wedelolakton berupa
ekstrak dibuat dari daun Eclipta alba L. Haask dan
dibuat dalam pelarut metanol. Sejumlah ekstrak
ditimbang dengan teliti menggunakan neraca
mikro sekitar 10 mg, kemudian diencerkan dalam
sejumlah massa metanol. Konsentrasi
wedelolakton dalam ekstrak dibuat sekitar 50 ug/g
secara gravimetrik. Selanjutnya larutan kemudian
dianalisis dengan KCKT-F
Optimasi metoda
Sebelum optimasi metoda dilakukan
pertama-tama dilakukan optimasi terhadap
sensitifitas detektor (gain) terlebih dahulu. Pada
tahap ini dibuat variasi konsentrasi standar
wedelolakton dengan rentang (10 - 100) ug/g
menjadi 6 titik konsentrasi. Setiap deret
konsentrasi standar diukur dengan dua gain yang
berbeda (lOx dan 100Ox). Cara yang sarna
dilakukan dalam mengoptimasi panjang
gelombang, bedanya setiap deret konsentrasi
diukur dengan dua panjang gelombang eksitasi
yaitu 384 nm dan 350 nm. Panjang gelombang
emisi yang digunakan adalah 458 nm. Pada
optimasi panjang gelombang, pengukuran
dilakukan hanya dengangain yang sudah optimum.
Untuk mencari konsentrasi asam asetat optimum,
dibuat 3 konsentrasi wedelolakton yang berbeda
yaitu 10, 50 dan 100 ug/g. Larutan tersebut masing
masing diukur tiga kali ulangan dengan
menggunakan campuran eluen yang konsentrasi
asam asetatnya bervariasi (0,1; 0,2; 0,35; 0,5 dan
1%) dalam aquamillipore dan komposisi fasa gerak
yang digunakan adalah metanol:asam asetat
dengan perbandingan (50:50 v/v).
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Valldasi metoda
Konfirmasiidentit&s
Konfirmasi identitas wedelolakton
dilakukan dengan metode KCKT menggunakan
detektor photometric diode array (PDA) terhadap
sampel ekstrak kandidat bahan acuan dan
dibandingkan dengan standarwedelolakton. Setiap
puncak yang timbul akibat pemisahan didalam
sampel ekstrak kemudian diukur kurva serapan
panjang gelombang maksimum. Kehadiran
wedelolakton dievaluasi dengan membandingkan
panjang gelombang puncak komponen target
terhadappanjang gelombangpuncak standar.
Linieritas (rentang kerja)
Dibuat kurva kalibrasi untuk melihat
linieritas (daerah kerja), yaitu dengan cara
membuat larutan standar wedelolakton dengan
rentangkonsentrasi 1-130ug/g.
Presisi
Dilakukan penetapan konsentrasi
wedelolakton di dalam sampel ekstrak herbal
kandidat bahan acuan dengan enam kali
pengulangan secara independen.
Datas deteksi dan batas kuantitasi pengukuran
Batas deteksi dan kuantitasi pertama tama
ditentukan melalui perhitungan berdasarkan kurva
kalibrasi yang diperoleh. Selanjutnya dilakukan
verifikasi dengan cara membuat larutan standar
dengan konsentrasi sebesar batas deteksi dan
kuantitasi hasil perhitungan selanjutnya diukur
denganmetode KCKT-F.
Perolehan kemball (recol'ery)
Dilakukan dengan cara menambahkan tiga
tingkat konsentrasi standar wedelolakton (2000,
4000 dan 8000 ug/g) secara terpisah terhadap
sampel ekstrak herbal kandidat bahan acuan yang
diteliti. Campuran larutan dianalisis dengan
KCKT-F dengan tiga kali ulangan secara
independenuntuk setiaptingkatkonsentrasi.
BASIL DAN PEMBAHASAN
Optimasi Metode KCKT - F.
Sensitifitas detektor (gain)
Penggunaan gain 1000x lebih baik: bila
dibandingkan dengan gain lOx. Hal ini dapat
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dilihat pada kurva dengan menggunakan gain
1000xmenunjukkan sensitifitas yang lebih tinggi
(Gambar 2). Sensitifitas kurva ditunjukkan oleh
nilai slope kurva kalibrasi. Gain 1000pun
menunjukkan kinerja yang lebih baik:bila dilihat
dari nilai koefisien korelasi (I).Nilai 1 untuk gain
1000x sebesar 1 dan 1untuk gain lOx sebesar
0,9967. Bila ditinjau dari simpangan baku relatif
untuk slope yang diperoleh dari 6 seri
konsentrasi?", gain 1000x pun menunjukkan
kinerja lebih baik:.Nilai simpangan baku relatif
slopeuntukgain 1000sebesarO,3%lebihkecil bila
dibandingkanuntukgain 10(3,3%).
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Gambar 2. Grafik perbandingan nilai gain
Optimasi Panjang Gelombang Eksitasi
Pengukuran panjang gelombang maksimum
wedelolakton dengan spektrofotometer diperoleh
data 350 nm. Saat pengukuran panjang gelombang
dengan spektrofluorometer diperoleh data panjang
gelombang eksitasi maksimum 342 nm dan
panjang gelombang emisi 458 nm. Dari literatur
diperoleh data panjang gelombang eksitasi untuk
wedelolakton 384 nm dan panjang gelombang
emisi 458 nm(lS).Olehkarena itu pada penelitian ini
dilakukan konfirmasi terhadap tiga panjang
gelombang eksitasi 350, 342 dan 384 nm untuk
memperoleh panjang gelombang eksitasi yang
optimum. Panjang gelombang 350 nm merupakan
panjang gelombang eksitasi optimum dalam
penentuan wedelolakton dengan KCKT - F. Hal
ini terlihat dari kurva kalibrasi dengan ••• 350
menunjukkan sensitifitas yang lebih baik: bila
dibandingkan dengan •••384 nm (Gambar 3). Hal
yang sama ditunjukkan ketika oks 350 nm
dibandingkan terhadap •••342nm (Gambar4).
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Gambar 3. Kurva kalibrasi dengan menggunakan eks 350 nm
dan384 nm
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Gambar 4 Kurva kalibrasi dengan menggunakan eks 342 nm
dan 350nm
Optimasi Eluen
Untuk lima konsentrasi asam asetat yang
dicobakan dibuat masing masing kurva antara luas
puncak versus konsentrasi (Gambar 5A, 5B, 5C,
5D, 5E). Gambar 5F menunjukkan penggabungan
5 kurva perbandingan konsentrasi asam asetat
dalam sistem eluen. Tiga konsentrasi asam asetat
pertama (0,1; 0,2 clan 0,35%) menunjukkan
perubahan luas puncak yang relatif sama terhadap
perubahan konsentrasi. Hal ini terlihat dari nilai
slopepada Gambar 5A, 5B clan5C clanjuga terlihat
dari kurva tiga konsentrasi asam tersebut yang
berhimpitan (Gambar 5F). Dari gambar
tersebutpun terlihat tiga konsentrasi asam tersebut
menunjukkan sensitifitas yang lebih baik bila
dibandingkan dengan 2 konsentrasi asam asetat
lainnya(0,5 clan1,0%).
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Gambar 5. Kurva perbandingan konsentrasi asam asetat
dalam sistem eluen.
Dari Tabell. Konsentrasi asamasetat 0,2 clan
0,35% menunjukkan variasi yang cukup baik bila
dibandingkan dengan tiga konsentrasi asam asetat
lainnya (0,1; 0,5 clan 1,0%). Hal ini terlihat dari
nilai rerata KV (0,4 clan0,7%)yang diperoleh yang
berasal dari tiga satuan konsentrasi wedelolakton
yang berbeda yaitu 10;50 clan100ug/g.Nilai rerata
KV ini lebihbaik dibandingkan dengannilai rerata
KV lainnya (3,4; 6,0 clan26,6%). Nilai rerata KV
untuk konsentrasi asam asetat 0,2% lebih baik bila
dibandingkan dengan konsentrasi asam asetat
0,35%. Akan tetapi bila didasarkan pada bentuk
kromatogram yang diperoleh (Gambar 6 clan 7)
maka yangmemberikan bentukkromatogram yang
paling baik adalah yang menggunakan asam asetat
0,35% sebagai campuran eluen. Oleh kar~ya
konsentrasi asam asetat 0,35% dianggap paling
optimal sebagai campurandalam sistemeluen.
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Tabell. Variasi konsentrasi asam asetat (HAc) terhadap
luas puncak.
Konsentrasi HAc rerata sd KV rerata
wedelolakton (%) luas puncak: luas (%) KV
(ug/g) n=3 puncak: (%)
10 0,1 3,51E+05 3,0IE+04 8,6
50 0,1 1,32E+06 1,42E+04 1,1 3,4
100 0,1 2,31E+06 1,56E+04 0,7
10 0,2 3,34E+05 2,06E+03 0,6
50 0,2 1,38E+06 4,90E+03 0,4 0,4
100 0,2 2,31E+06 5,50E+03 0,2
10 0,35 3,31E+05 4,96E+03 1,5
50 0,35 1,36E+06 7,35E+03 0,5 0,7
100 0,35 2,30E+06 4,08E+03 0,2
10 0,5 3,63E+05 3,34E+04 9,2
50 0,5 1,30E+06 6,16E+04 4,7 6,0
100 0,5 1,91E+06 7,87E+04 4,1
10 1,0 6,21E+05 4,79E+04 77,0
50 1,0 1,25E+06 2,58E+04 0,2 26,6
100 1,0 1,82E+06 4,73E+04 2,6
'OJ)()
~10J)()
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Gambar 6. Kromatogram wedelolakton menggunakan
konsentrasi asam asetat 0,25%
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Gambar 7. Kromatogram wedelolakton menggunakan
konsentrasi asam asetat 0,35%
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Validasi metoda
Konfirmasildentitas
Konfirmasi identitas diperlukan untuk
memastikan agar analit yang ditentukan di dalam
ekstrak herbal kandidat bahan acuan adalah benar
wedelolakton dan bukan senyawa lainnya. Untuk
itu dilakukan analisis KCKT terhadap standar dan
terhadap ekstrak herbal kandidat bahan acuan yang
diteliti dengan detektor PDA. Puncak
wedelolakton dalam sampel dikonfirmasi dengan
membandingkan kurva serapan dari wedelolakton
dalam sampel terhadap kurva serapan dari
wedelolakton standar. Dari Gambar 8 dan 9 terlihat
bahwa kurva serapan wedelolakton dalam sampel
sesuai dengankurva serapan standarwedelolakton.
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Gambar 8. Kurva serapan untuk puncak standar wedelolakton
pada waktu retensi tR 11,281 menit
11.208 (Wedelolaktan)
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Gambar 9. Kurva serapan untuk puncak dengan waktu
retensi tR 11,208 menit pada ekstrak herbal
kandidat bahan acuan inhouse.
Rentang kerja analisis wedelolakton
Kurva kalibrasi antara luas puncak versus
konsentrasi linier pada rentang 0,7 ug/g sampai
129,2 ug/g. Garis kalibrasi direpresentasikan
dengan persamaan regresi linier Y = 24806 +
22170X dengan nilai koefisien korelasi (r) =
0,9996 dan sensitifitas metode sebesar (221,7±1,2)
X Hi luas puncak/satuankonsentrasi (Gambar 10).
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Gambar 10. Kurva kalibrasi standar wedelolakton
PresisiMetoda
Presisi metoda ditentukan dengan perolehan
nilai KV basil pereobaan kemudian dibandingkan
terhadap KVHorwitz(2S)setelah dika1ikan dengan
faktor 2/3.Kandunganwedelolakton dalam ekstrak
kandidat bahan acuan didapat 5750 ug/g dan
simpangan baku sebesar 278 ug/g. KV basil
pereobaan diperoleh 4,8% lebih besar bila
dibandingkan dengan KVHorwitz-repeatabilitas
(2,9%). Akan tetapi KV basil pereobaan ini masih
eukup baik bila ditinjau dari nilai Horrat(2S).Nilai
Horrat merupakan rasio antara KV basil pereobaan
dibagi dengan KVHorwitz-repeatabilitas. Nilai
Horrat untuk penentuan wedelolakton dengan
metodaKCKT-Fadalah 1,7Iebihkeeildari2.
Datas Deteksi dan Datas Kuantitasi
Batas deteksi dan kuantitasi perhitungan(24,26)
yang didasarkan pada persamaan kurva kalibrasiY
= 24806+22170Xmasing masing sebesar 2,2 ug/g
dan 7,2 ug/g. ICH Guide, 1996(26)mensyaratkan
bahwa nilai hasil perhitungan tersebut perlu
diverifikasi di laboratorium. Hasil pereobaan di
laboratorium untuk batas deteksi pengukuran
adalah 0,3 ug/g dengan nilai KV sebesar 66,6%
jauh lebih besar bila dibandingkan dengan KV
Horwitz untuk repeatabilitas (12,8%). Sedang
untuk batas kuantitasi pengukuran diperoleh nilai
sebesar 0,7 ug/g dengan KV sebesar 7,7% relatif
lebih keeil bila dibandingkan dengan KV Horwitz
untuk repeatabilitas (11,2%). Hasil verifikasi
menunjukkan baik batas deteksi maupun batas
kuantitasi pengukuran lebih keeil dibandingkan
denganbasil perhitungan.
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Recovery Metoda
Penetapan perolehan kembali (recovery)
dilakukan dengan teknik adisi standar.Tiga tingkat
konsentrasi ditambahkan pada sampel ekstrak
kandidat bahan acuan, Masing masing level dibuat
3 kali pengulangan seeara independen dan diukur 1
kali untuk setiap ulangannya. Persen perolehan
kembali dapat dilihatpadaTabel2.
Tabel 2. Hasil uji Recovery Wedelolakton
Wedelolak Wedelolak Wedelolakton ton total ton dalam Wedelolak Rerat sd
perhitunga hasil extrak
ton hasil a recove
n analisis sampcl pengukura recove IY(%)
(ug/g) n (ug/g) ~J'(%)(ug/g) (ug/g)
2070,53 8221,03 2197,25
2156,32 8030,84 6023,78 2007,06 101,94 7,68
2027,22 8185,29 2161,51
4097,07 10204,42 4226,45
4258,95 10252,42 5977,97 4274,45 103,88 3,93
4259,01 10582,94 4604,97
8146,11 14631,97 8654,00
7941,99 13542,78 5977,97 7564,81 103,18 6,93
7739,33 14340,76 8362,79
Penentuan wedelolakton dalam sampel ekstrak
kandidat bahan acuan.
Sampel ekstrak kandidat bahan aeuan
inhouse merupakan ekstrak tumbuhan urang aring
(Eclipta alba L.Hask) dalam metanol. Dalam
proses pembuatannya beberapa komponen
pengganggu telah dihilangkan. Dengan
menggunakan metode yang telah tervalidasi maka
didapat interval konfidensi?" kandungan
wedelolakton dalam ekstrak sampel sebesar (5750
±320)ug/g (tingkatkepereayaan95%dandb= 5)
KESIMPULAN
Metoda KCKT dengan deteksi fluoresensi
merupakan metoda yang sederhana, eermat dan
spesifik untuk penentuan wedelolakton. Interval
konfidensi kandunganwedelolakton dalam ekstrak
kandidat bahan acuan adalah (5750 ± 320) ug/g
dengantingkatkepereayaan 95%.
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